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要約
ヒト潰場性大腸炎の実験動物モデルとして、
c a r r a g e e n a n ( C A R )投与による実験的大腸炎
が注目されている 。 しか し なが ら、 これまで
の実験方法は C A Rの経口投 与法であり 、 胃・
小 腸通過の際 に種々 の修飾を受けて いる可能
性がある ο そこで C A Rの大腸粘膜への直接
作用を研究することを目的として 、 C A R を大
腸に直接投与する実験方法(c a t h e t e r 010 伺
s t 0 m y法) を考 案し、 大腸粘膜病変を惹起き
せその病態の解明を試みた c
実験方法は、 外科的にカテーテ lレを直接家
兎 上 行結腸に掃入して 、 カテーテルを 介し た
結腸皮膚揮を作成し 6 日後よりカテーテル
経由で結腸内へ 1% C A R液 50 m 1 / d a yを 7-1 0日関
連日投与した c 対照として C A Rの代わ りに生
理食塩水を投与した家兎を用いた c
C A R 投与群において結腸には肉眼的に讃療
は認められなか っ たが 、 組織学的ならびに電
r、
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額約には粘膜の表層上 j支の変性と[;可右肩の浮
嘘性変化を認めた a なお組織学的には陰寓 k
皮細胞の分裂像の増加も認めた 。 このことは
綾内の 胞増殖抗原を認識する Ki -6 7 モノク
ロナール抗体を用いた粘膜土皮細胞の分裂増
殖に つ いての検察により 、 : A R投与群の結腸
は対照群に比して 、 結腸粘膜での K .i-6 7抗体
による陽性細胞数が有意に多いことで確認さ
れた 。 したが っ て粘膜上皮における著 明な綿
胞の再生機転が示唆された G 次に、 ニワ トリ
(白色レグホン)で作成した抗 C ，¥ R血清を用
いた酵素抗体法により 、 投与された C A Rの結
腸粘膜における局在を検.討した》 C A Rは変性
した表層上皮細胞 内なら びに細胞間際、 粘膜
国有層内の紡錘形締胞の胞体内 Lこ認めら
C i¥Rの粘膜内局在が確認された。 なお、 胆汁
酸投与による大腸炎モヂルとの異同を検討す
るため、 本実験糸に H~ 汁蔽( j m月 dぞ O 豆、 ぞ h0 1 j 内
a c i d )を投与した群を作成した 胆汁復投与
群での結腸粘膜の形態的変化は表層上皮の微
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減毛の障碍をニIL 体としてい ナ伊t、_ c 
本実験系で見 られた浮;H毒性変化を中心とす
る 病変と 、 C A Rの局 在所見をも 併せて考えれ
ば 、 比較として作成した胆汁酸誘発大腸炎と
は異なり、 C A Rは粘膜基賎膜側より浮腫性変
化を介して粘膜病変を志起すると考えられた r
長期 C A R経口 投与モデルでの病変が 、 浮 l腫性
変化の顕著なびらん・潰蕩病変であり、 腸内
細菌や免疫など種々の要因が複合して成り立
っと推測されることから 、 本実験系は長期
C A R 経口投与モデルの 、 さらにはヒト潰感性
大腸炎の初期病変の解析に有用なモデルと者
えちれた 。
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潰 療性大腸炎(i d 1 0 p a t h i c p r 0 c t c 0 1 i li s 
あるいは u 1 c e r a tj v e 。litis) は、 病問不
明の 難治性 炎症性腸疾患 であ り、 厚生省 特定
疾患調査研究班および、 W H 0 の C 1 0月s( C 0 u n -
c i 1 f 0 r 1 n t e r'n a t i 0 n a 1 0 r ga n j z a t i 0 n S 0 f 
円ed i c a 1 S c i e n c e )の診断基準によると n 主と
して粘膜 を侵し 、 しばしばびら んや濃療 を形
成する 、 大腸の原因不明のびまん性非特異性
炎症"と定義されている I¥ 本邦においては
昭和 4 0 年から 5 0 年代にかけて、 著しい増
加が認められ 2131 成田やその発症・増悪
緩解等のメカニズムおよび治療にっ し W噌VL 、 布留
菌 学 や免疫学 、 臨 床 病理学などの覆々 の 面か
らの追求が行われ 、 一定の成果が得られてき
たが、 未だその全容が解明されたとは云い難
し 4 、 ~)6)7) ，、‘d 潰 場性大腸炎の病因や発症メカ
ニズムを解明するには、 その初期病変を示す
臨床材料を用いて 、 その詳細な臨床病理 学的
? ?
な研究を行なえば、 より明解に解決されると
与えられるが、 どの様な病態がその初期病変
であるかなどが明 確でない現状を 考え併せる
と、 そ のよう な臨床材 を得たとしても、 そ
れが初期病変であると評価することが非常に
困難であ る c そこで、 著者は実験動物によ る
大湯炎モデルを用いて、 そ の初期病変を検討
することにより、 本症の病因や発症メカニズ
ムの解明を試みた 。
これまでに幾つかの実験動物を用 いた 潰 、場
性大腸炎モデルが作成され 、 種 々 の検討が 行
なわれている 。 しかしながら、 これらのモデ
ルにお い ては、 免疫や腸内 菌など極々の要
因が複合して成り立つのではないかと推測さ
才し、 潰壌性大腸炎の初期病変 、 ないし、 発症
メカニズムを検討する上では不十分なものと
考えられた 。 そこで 、 著者は c ~ r r a g e e n a n 
(以下、 C A R と略 す) の直接投与法を用し
た讃痩性大腸炎の実験動物モデルを作成 、
その病態の解明を試みた。
??
さて、 C A Rを用いたヒト議場性大腸炎の実
験動物モデルと し ては、 196911:' 円ar c u ， 
vl aじt8 ) 9 )らの報告に始まり、 その後、 数多く
の研究が報 告ラ〈 れてし る l 白}
、??
て》 こ れらの実
験系では、 C A R の持つ起炎作用のみならず、
腸内細菌との関連や免疫系に及ぼす影響など
も加味された実験モデルと考えられる。 とく
に、 1 9 7 9年に 北野 1 2 ) が報告した家兎を使用
した実験モデルでは、 病理組織学的所見 はも
ちろんのこと、 腸内細菌叢の変化 1 3 ) や粘膜
局所における免疫動態 1 t~ ) に おいても、 ヒト
3草場性大腸炎の病態に類似した点が多 い と考
えられる。 しかしながら、 北野のそれを含め
従来のモヂルにおいて、 C A Rは長期経口的投
与法であり、 胃・小 通過の際に穣々の修飾
を受ける可能性も否定きれない。 さらに 、
飾を受けずに到達しても、 その時期は不明確
であり 、 どの時点で初期病変とするかに問題
がある 。 そこで実験動物を家兎とし、 C A Rの
大腸粘膜ヘの直農作用と初期病変を検索する
7ー・
ことを目的として、 外科的に大!湯にカ ァーァ
Jレを挿入した大腸皮!膏嬬を作成し、 直接腸内
に C A Rを投与した場合の大腸粘膜の形態的変
化や C A Rの局在を検討した ι
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実験材料および方法
1 . 実験動物
倖重 3 k g前後の家兎(日本白うさ ぎ、 雄)
3 3匹を 用い 、 飼育は通常の方法で図形飼料
(ケアリ • -， 、??，????? によった 。
2. c a r r a ge e n a n 
逗子科学研究所製 λ -d e g r a d e d c a r l' a g e e -
n a n (分子量約 30，000 ) を用いた(図 1 ) 
3 . C a t h e t e r' C 0 1 0 S t 0 m y 
家兎を S 0 d j u m p e n t 0 b d r b i t a 1 ( 3 0・ 40 m g .1民 E
倖重; ダイナポット)麻酔下に開腹し 、 腸管
を露出する 。 プラスチックチュープ ( ト ップ
翼状針より作製; ト ッ プ化成)をカテーテル
として、 家兎上行結腸に掃入し(図 2 ) 、 同
都を腹膜に固定する カチーチルは作成した
皮下 ンネノレを通して背部に導き、 肩甲骨間
部でカテーチル他端の注入部を露出させ Z
(図 3 ) その両側の皮膚に切開を加 え 、 ぞE
入部を覆うように縫合し皮膚袋を形成する 。
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C A Hを注入するときは、 同部よ り 注入部を取
り 出して 注入する(図 4 ) 
4 . 実験群
実験動 物 は以ドの 3 群 に分 け 実験群と した。
1) C A R投与群(2 0匹) : 術後 6 日目よ り 1 % 
C A R被 50 m ]を 7・ 10日 間連 日注 入 した 。
2 )対照群( 7 匹)
水を同 ;重注入 し た 。
3 )胆汁酸群( 6 匹 )
C A Rのかわ り に生理食塩
C A Rに よる直接障 碍 作
用と比較 す るため 5 m M d e0 K Y C h 0 1 j c a c id 
(和 光純薬 工業) 5 0 m 1を上記 と同様に して
注 入した 。 な お胆汁酸は 、 H e n r i k S 0 n :円) ら の
方法 に 準 じて 50 n門 Na H C 0 3， 100 m M N a C 1 ， p H 8 . 0 
の溶液 に溶 解 し て用いた c
5. C ~ R 直接投与による 家 兎結 腸 病変の 形 態
学的検 討 および、 細胞増殖に関する検討
1 )組織 学的検 討
C A R 液の最終 注 入より 約 1 時間後 、 動物 を
S 0 d 1 u m p e n t 0 b a r b i t a 1麻酔下 に 空気を静脈 内
注射して屠 殺 した 。 横行結腸を切除し 、 ホル
???
マ リン固定、 H E ~染 色組織標本を作製 して組
織学的検討に供した 3 対照群についても同禄
の操作を加えた 。
2 )電顕的検討
上記と i司援に横行結腸 を切 除し、 2 .5%グル
タールアルデヒド添加リン酸緩衝液(p H 7. 4)
で固定した 。 小ブロックに細切し、 約 1 時間
振議した後、 1 0 :~蕉糖添加 リン酸緩 笛液で洗
浄、 1 Xオスミウム酸で 2 時間、 後固定した 。
エタノール系列で脱水を行 い、 一部を定査電
顕用 、 J 部を透過電顕用とした 。 走査電顕用
の標本は、 酢酸イソアミル置換後 、 臨界点乾
燥、 イオンコー子イングを施 し、 走査型電子
顕微鏡(日本電子; J S河 開50 A )に より観察し
た 午 透過電顕用標本はエポン樹脂包埋後、 ウ
ルトラミクロトームで 1μm thjck e c t i o i を
作成した 、 それをトルイジ ンブル ーで染色し
た後、 H E標本で認められた表層上皮の変性
部と同様の部位を探し 、 岡部をトリミンゲし
て超薄切片を作成した 2 酢酸ウラン、 レイ ノ
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jレズ j丈; 子 染色後、 透過7t!電 子顕 微 鏡
( 日 立; ll-:-)OO )に よ り 察し た 3
3 )細 胞増殖抗原の検討
方法 5. 1)と同様に横行結腸を切除 し、 ド
ラ イ アイス・ ア セトンで ンパ ウ ン ド包
埋新鮮凍 結 標本を作製した 。 凍結ブロ ックよ
りクリ オスタットで 5μ m の 凍結切片を作成
し 、 3 0分間乾燥の後、 アセトンで 8 分間国定
した 。 リン離緩衝食塩水 ( P f¥S マEp H 7. 2 ) -• 
5 分間 3 四 洗浄 し 、 内因性 ペ ルオキシダーゼ
活性を 100耳 メタノール， O. 0 3百 l!ご02によ り、
室温 30分間処理することにより阻害した U
??
らに PB S で 5 分間 3 同洗浄し、 内因性アピジ
ン 、 ピオチン活性阻害のため 、 o . 0 1声アピジ
ン P B S溶液を. 洗浄後につづいて o. 0 0 J出ピ
オチン P B S溶液を室温 20分間づっ反応させた c
P B S で 5 分間 3 回洗浄し、 非特異的反応の防
止のために] %正常ウサギ血清で処理した接 、
l 次抗俸として Kj両日 7 モノクローナル抗偉
(コスモバイオ)を湿室中において 4 oc 
?
?
??
o v e r n j g h lで反応 させた 。 PB S で 5 分間 3 1司
洗浄し、 2 t欠抗 体と し てピオチン fじ抗 マ ウ ス
1 g G を湿室中で 1 oc 3 時間反応させ 、 洗浄後
に つづいてア ヒ ジン， ピオチン. ペル オ キシ
ダーゼコ ン プ レック スを湿'夜中 で 4 0C45分 間
反 応させた 。 PB Sで 5 分間 3 回洗浄の 後、
d j el 1'1 i [t 0 b e n z jd i n e ( D ~ b ) -H 2 0 .う 液により室温で
5 分間 反 応させ た。 内因性 ペル オキ シなお 、
ダーゼ活性を充分に阻害するため 、 この 反応
;伎 に 10白河のアジ化ナ トリ ウムを添 加 した じ メ
チルグリーンにより核染色 を 擁した後 、 ア ル
コール系列により脱水 、 封入し 、 光学顕微銭
により観察した じ 対照群に つい ても同様に染
色し 、 上皮における陽性細胞核出現率を
PO]llt countjng l1ethod1 i) l で組織計測学的 に
比較検討した の すなわち、 光学顕微鏡 20 0倍
視野において接眼部に 1 I:i Jil間隔 、 1 0 x 1 0の方
践を揮入設置し 、 線分の 夜 点(計 12 ]個)と
陽性細胞核が重なる点の数、 対象組織か ら は
ずれる点(除外点)の数をカウントした A ずL 
、?，?? ???
の操作を視野を変え て 1 0凶行 し、、 ( 重 なる J1
の総 和 / (121X 10 一 除外点の稔 平日 ) 
X J l) 0 を陽性 細 胞 核 出現 率 として計算 したむ
有 怠差検定 は unpaireJ Studenl'g t-testに
より 行なった 。
(:) . 担 汁 酸 群に お け る形 態学的倹訂
nt'. 汁殻根守・群について も方 法 5. で述 べた
と同様の方法で 、 組織学的検 討お よび透過電
顕による検討を行い 、 C A R 群と比較した 。
7. C A R の家兎結暢内局布 の 検討
直俊結腸内 に 投与 さ れた C t¥Rの粘膜内局存
を 、 抗 (' A R血清を用いた酵素抗体法で検討し
た 。
1 )抗 C A H血清の作製
免疫動物としてニワトリ(白色レグボン
t瞬、 体重 2 k g前後)を用いた 。 え - d e g I・ 泊 dt，> d 
C 1¥ Rを生理食塩本に溶解し た 後 、 同量の
F rou n Li '3C O lfl p l e1d ;j d J1I v a ntとともに j怒濁;枝
を作成 し 、 皮下注射することにより感作した c
初回感作嘗を O. 2 T~g とし図 5 のごとく徐ヤに
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抗原童を増加させ計 7 回の感 作 で抗血清を作
製 したり 抗 血清の 検 定は オ クタ ロ ニー法を用
いて、 感作 ->J_ 日目 4 l司自 感 1午後 ・ 抗日! 日感作後
に行なった
2)組 織の!必定
方法 1)と同様 に 切 除 L た 家 兎横 行結腸r v • 
を た だ ち に p e r-i 0 d a t e -1 y 1 fI 自 4% p a r a f 0 r m 
a ] d e 1y d c ( 4覧PL P 液 により /J "C 6 時 間 回 定
した c つ づ い て 、 J 0ボ， 1 5 Xおよ び 20% の黒糖
添加 P B Sに順次 浸潰して . そ れ ぞれ 4 "C 6 時
間ず つ洗浄し、 o C Tコンパウン ド に包埋 、 1守
ラ イアイス ・ ア セトンで凍結し たぜ
3〉免 疫 組 織学的検討
凍結 プ ロ ックから クリオスタットを用いて 、
5 μm の凍結切片を作成し、 3 0分間の乾燥の
後 、 P B Sにより 5 分間 3 回洗浄した り i % 正
常ウサギ血清で処理した後 、 1 f欠抗俸として
抗 CA R血清を湿室中において 4 勺り ve r 
。ig h t で反応させた 、 r R :}で 5 分 間 3 [o!洗浄
し 2 次抗体とし て ベルオキシダーゼ 議 折
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ニワトリウサギ IgG (:C . y ラボラ ト リ ーズ)
を湿室中で 4 で 3 時間反応させた 。 以下、 方
法 5 . 3)で述べたと同様にして、 光学顕微鏡
により観察した 。 対照群につ いても 同様に免
疫染色し、 比較した。
C A R 群については電子顕微鏡による
観察も行な っ た 、 すなわち、 上記方法で 2 次
抗体と反応させ P B Sで洗浄後、 o . 5X グルタ
ールアルデヒド添加 P B Sで 4 oC 5 分間再固定
した 。 PB S で 5 分間 5 回充分 洗浄し、 H 2 0 2 を
添加しない o ~ B液に 1 % d i A e L h y 1 ~ u 1 f 0 X i d e 
( D M S 0 )を加えたものに 30分間室温で浸演後、
D A H-H202液で室温 5 分間反応させた。 さらに、
P B S で洗浄し、 2%オスミウム酸で 1 時間室
温下に後固定した 。 PB S で洗浄後、 エタノー
ル系列で脱本、 樹脂包埋した 。 ウルトラミク
ロトームで諸薄切片を作製し、 透過型電子顕
微鏡(目立 H -300 )により観察した じ
4 )対照試験
対照試験として 、 抗 C ^ R 血清のかわりに、
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正常ニワトリ lfrl 清を用いて、 染色性のないこ
とを確認した 。
5 )吸収試験
抗体の特異性を確認するために、 吸収試験
を行なった 。 抗 C A R血清 1 m 1に CAR4 mgを加
え，室温で 1 時間反応させた後、 4 0，じで 1 昼夜
放置し、 つぎに 8 ， 0 0 0 rp rn で 20分遠心分離し
た。 その上清を C A R吸収血清として用い、 染
色性のないことを確認した c
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結果
1. C A R 投与による家兎結腸の形態学的変化
の検討
肉眼的には潰癌・びらん等の病変は認めら
れ な かっ た 。 組織学的 には 、 C A R群 17例全例
において、 表層上皮の空胞状変性と核の偏 位、
粘膜固有!曹の浮腫性変化が認められた 。 こ っ
した変 化は 対照 群で は認められなか っ た
(図 6 ) 。 ま た、 C A R 群で は対照群 に比して
陰寓上皮における細胞分裂燥の増加が認めら
れた(図 7 ) 
走査電顕による粘膜表面の観察は C A R群 5
例、 対照群 5 例につ い て行なった 。 C A R群で
は 粘膜がドーム状に膨隆し 、 表面の細胞の大
小不同が著明であった(図 8 ) 
透過電顕による粘膜表層上皮の観察は C .¥ R 
群 6 例について行な っ ?こ c 表層上皮において
基底膜側の細胞内および細胞間に浮腫性変化
が著明に認められた 。 上皮細胞間の間隙の増
暢 18・
大や、 細胞 基底膜との離関が見られ、 きら
に胞体内には大きなや胞が存在し、 核は庄.排
され不波長fJな配列 を示していた 。 しかし. 夫
由の撤械もは保たれ て いた(図 9 ) 
2. Kj-67 を用いた細胞増鏑抗原の検討
細胞増殖抗原の検討は C A R群 6 例、 対照群
5 f1iJ について行なった， ， ~ R 群では対照群と
比較して 、 上皮 胞 ( 陰 寓 k 皮)に染色陽性
部が多く認められた(図] 0 ) R群にお
ける陽性細胞核出現率は 4 . 4:t 1. 2 ( fil e :1 n :ト
S D) % であ り、 吋照群の 2.5:t 0.4 a，o に吋し
て 、 危険率 1%以下で有意に高かった
(図 1 1 ) 
3 . 胆汁酸群における形態学的変化の検討
胆汁酸群は 6 例について検討した c 組織学
的には、 ヒ皮の変性や脱落の所見は認められ
ず、 わずかに杯 細 胞の増加が認められ行
(図 1 2 ) ~ かし、 j芝 JB電顕による表層上
皮の観察では 、 行 例全例にお て、 吸収上皮
の一部に表商の微減毛の脱落消失が認められ
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た ( 図 1 3) c CAR 群でみられたような強い
浮腫性変 化 は 1 例 も 認められなかった 。
4 • 家兎結腸内 C A R局 在 の 検 討
1 )抗 血 清の 検 定(オク タロニー 法 )
6 [I:T_I 自 の 抗原感作 後、 オ ク タロニー 法 で 抗
血清の 検 定 を 行 な っ た と こ ろ、 C A R O. 5 m g / m 1 
に対して 8 倍 希釈血清まで陽性を認めた
(図 1 4 ) 
2) C A R局在の光顕的検討
抗 C A R血清を用 い た酵素抗体法による C A R 
局在の検 討は C A R群 5 伊j、 対照 群 5 伊j につい
て行なっ た 。 また、 吸収試 験 も C A R群 5 例に
つ い て 行 な っ た 。 光顕的観察では、 C A R群 5
例ともに結腸粘膜 の 表層上 皮 とその近 傍 の 粘
膜固有層内の単核細胞に染色陽性所見が 認め
られた 。 一方 、 対照群では染色は認められな
か っ た(図 1 5 ) 。 また 、 吸収血清を反応さ
せた吸収試験でも 染 色は認められなか っ た
(図 1 6 ) 
3) C A R局在の電顕的検討
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C A R群結腸粘額の免疲電顕による検討では
C A R は細胞膜や細胞質内小器官の構 の不明
瞭化を伴ったようなと皮細胞の細胞質内、 お
よび細胞間隙にその局在を認め ( I羽 J 7 ) 
また、 粘膜 l国有層内では 、 マクロプアージな
いし線維芽細胞と考えられる紡錘形細胞の胞
俸内{こ C A Rの 局在が認められた J これらの細
胞も細胞膜および細胞質の構造の不明瞭化が
認めちれた(図 1 8 ) 
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考察
C A R は大西洋沿岸に生育する紅器類
C h 0 fl d r u s c r 1 s p u s (ツノマタ属)や
G i g a r t i 1a s t e J 1 a tλ( スギノリ属)などから
熱水抽出などで得られる硫酸多 類である c
その構造はガラクトースと無水ガラクト}ス
からなるこ糖カラビオースが反復して直鎖 状
に連なり、 ガラクトース部分が硫酸エスチル
化した κ-C A R、 L -C A Rと、 硫酸の位置などが
やや異なる ん C A R がある 。 前者は K C 1によ
りゲルイじする 土品 、 後者はゲル化しな い》 今回
の研究に用いた九四 de g r a d e d C A R は、 λ 
C A H を加水分解することにより得られ 、 分平
量は約 3 x 1 0 4 である 1 7 ) 。
C A R には炎症惹起作用を有することが古く
から知られてい る 。 足蹴浮腫法 19) と肉芽嚢
形成法 1 ヨ) があり 、 これらは炎症における診
出反応、 あるいは細胞増殖反応のモデルとし
て、 抗炎症斉1 の評価によく用いられている
自 2-
己目 7 このほかに免疫系に 対す る作用の報告つ
も多く、 体液性免疫の抑制作用 217 補体抑、
制作用 2 ? ) 遅延型アレルギー反応に 対する、
抑制作用 2 雪、 止~ ~ 
‘-' ~ ThO}TISO 等が報 れてし る 。
2 4 ) は C A Rの免疫系に対する作用を re v i ewし
て、 これらの作用は C A Rがマクロブア ー ジの
ライ ソゾームに取り込まれ、 その構造ヒラ イ
ソゾ ーム 酵素群による消化分解が不充分とな
るためライソゾームが破裂し、 細胞が死滅す
ることによると結論付けている c この 一 連の
マクロブアージ崩壊の過程は、 G a t a IJ Z a r 0 2 5 ) 
らが in vitro の 実験で電顕レベルの詳細な
報告を行 い、 T h 0 m S 0 n の意見を支持してい る 。
一方 、 水島らは マε} 27 ) C A Rに ついて種々の免
疫学的検討を加 え、 C A R そのものが免疫原作
月j を有し、 アジュパント効果も有しているこ
とを報告してい る c
M a r c u S ， "a t t針" q ) e 号 ) 29JJ G ) ら はこの C A R 
の起炎作用に着目して、 C A R を長期経口投与
することによりモルモットやウサギに回富部
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を中心とした病変が作成されることを報告し
ている 。 これらの病変は主として粘膜に発生
し、 潰凄・びらん・浮腫 ・陰寵膿 療などヒト
潰痕性大腸炎に類似している 。 日aa i Jτ1 、らは
C A R投与による潰嬢病変の形成には、 ある憩
の腸内細菌の関与による免変反応が必要であ
z...と述べている J そ して、 o n d e r d0 n k 1 o ) 3 2、
うい らは、 この C A Rによる潰療病変の形成に
は腸内細菌のなかでも嫌気性菌である
s a c t e r 0 i d e s V 11 U g a t u s が重要な役割を果た
ているとし 、 この菌体成分で感作した後
C A Rと同菌を経口投与することにより、 直腸
および結腸を中心とした潰場競変が増悪され、
他方 、 嫌気性菌に対する抗菌剤であるメトロ
ニダ ゾ ールを投与することにより抑制される
と報告している 。 以上のごとく、 C A R 投与に
よる実験モデ ルにお ける潰療病変 の形成に は、
C A Rと腸内細菌による複合的な作用が重要と
考えられる c
従来の C A Rを用いた実験モデルは、 いずれ
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も C A Rの長期経口投与法により作成されてい
る 。 経目的に投与された C A Rは胃・小腸を通
過し 、 さらに富腸で長時間停留した後に結腸
に到達 すると忠 われ、 の結腸到達の時間
は不明確である。 さらに、 結腸到達時の濃度
や量も、 動物の食餌摂取量や消化管分泌液な
どで変動し、 小腸での吸収の可能性も百定で
きないため不明確である 。 そこで C A Hによ
る大場粘膜病変発生の過程を、 経口投与され
た C A Rが、 上部消化管で修飾を受けずに結腸
に到達して生じる直接障碍と 、 その後の j島内
細菌や免疫等による 2 次的な作用の 2 段階に
分けて考 えた場 L:.. 1=:1、 C A R の直接障碍 による初
期病変を v i L Oで検討する ためには 、 C A R 
を直接結腸内に投与する必要があると考えら
れた 。 その投与方法としては経庇門的投与法
も考えられたが 、 この場合麻 酔や絶食の 処置
が必要で、 毎日の注腸投与は家兎に強いスト
レスを誘発することが予備実験で判明 し、 問
題が多い 。 そこで 、 今回新たに c a t h円 te r 
? ??， ぉ
C 0 1 0 S t 0 m y 法 に よる実 験モヂノレ を 考案 した 。
C A Rの 投与 濃度 は 、 その 溶 液の粘調度や北野
:5 4 ) 、 松本 1 4、 ら の報告を 参 考 にして 1 %と
した 。 投 与 量は、 開腹 下で家兎 結腸内 に C A R 
を緩 徐に 注 入 し、 結腸 が非 生 理的に拡張 しな
1 程 度の 50 m 1を投与量とした
今 回 の実 験結果から 、 C A R 直接腸内投 与 に
よる結腸障碍の形態的な検討では、 明瞭な潰
蕩な どの 病変は観察されなか っ たが 、 粘膜表
層上皮の空胞 状 変性と粘膜固有層の浮腫性変
化が認められた 。 透過型電顕による検討でも 、
表層上 皮 の基底膜慎u細胞質内や細胞間際、 粘
膜固有層の浮腫性変化が認められたが 、 表面
の微減毛は保たれて い た 。 また、 走査電顕に
よる検 討 でも、 C A R 群で粘膜の膨隆が目立ち
粘膜下浮腫の存在を示唆していた。 これらの
所見は、 北野の報告を含め従来の長期 CA R 投
与による大腸炎モデルでみられた浮腫性変イヒ
に対応するものと考えられ、 したが っ て
C A R の結腸への初期の段階での直接作用は 司
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結腸粘膜の変性なら び に浮 f~重惹起が主 体 であ
ることが判明した 。
と 述 し た ご とく 、 長期経 口投与実験におむ
て も 、 粘膜浮腰の目立つこ とが その特 徴 で あ
ることと 、 今回の実 験 結 果 の浮 腫性 変化が一
致 す るこ と か ら、 従 来の C A R大腸炎 モデ ルに
お い ても 、 C A Rが 上 部消化管で の 修飾 を受け
ず に大 腸 に到達し 、 直接大 腸 粘膜障碍を もた
ちしてい る であ ろうと 考 え られた。 北 野 1 3 ) 
ら は家 兎 に C A Rを長期 経口投与 す る こと に よ
り、 糞便細菌 叢で の嫌 気 性 菌、 と く に
B a c t e r 0 i d e s v u 1 u g a t u s の 増 加 が 認 められる
と報告 し ている ヴ 今回の実験は短期投与であ
り、 かつ上部消化管を経由すること な く直接
腸 内 に C A Rを投与したために腸内細菌叢に対
する影響は 少 ないと考えられる 。 その た め嫌
気性菌等による 2 次的な作用が伴 わな か っ た
とも考えられ、 結果的に漫蕩形成までに いた
ら な かったと考えられた 。 すなわち今回の実
験は、 腸内細菌の関与の少ない C A Rの直接作
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問を中心にその初期病変をとらえているもの
と考えられた 。
ヒト讃場性大腸炎においては、 粘膜のびら
んや潰蕩病変が認められるが、 同時に粘膜に
おける修復機転も活発であり、 しばしば粘膜
の偽ポリープ形成などの特異な再生所見を呈
す ることも形態像での重要な所見 のひとつ で
ある の 本実験でも CA R の直接腸内投与により
陰鴛上皮細胞の分裂像の増加が認められ、 上
記所見の解明の一助になると考えられた 。 そ
こで この所見に関して細胞増殖の面から免
疫組織学的に検討した
今 回の実験に用いた細胞増殖抗原に対する
K i -6 7 モノクローナル抗体は Gerd8Sヲ 5}28、
らのグループが、 ホジキン病における R e e d -
S t e r n b e r g 巨細胞に反応する抗体を作製しょ
うとする試みのなかで見出されたマウスモノ
クローナル抗体であり、 G ¥)期 細抱の核を除き
G1， S， G2 ， M期の すべての細胞核に反応する
ことが知られている 。 rr a n k 1 i n 3 7 ) ちが
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K i縄 67 を用いてヒト j責務性大腸炎に伴う粘膜
上皮 細胞動態 の解析を行なった報告 で は、 活
動期における K i -6 7抗原の著明な増加、 とく
に up p e r c r y p t では、 緩解期例・健常例では
ほとんど認め ら れないのに対し、 活動期例 で
有意に 増加し てい る ことを報 告 してし る 。 本
来、 K i -6 7 はヒト用 に開発された抗体である
が 、 予備実験において家兎標本に使用したと
ころ 、 細胞増殖の検討で繁用されて いる Br d lJ
を使用したそれと、 ほぽ同じ細胞で陽性の染
色性を示したため 、 家兎に対して も増殖 胞
のマーカーとして使えると判定した c
こ の Kj -6 7 を用いた実験結果でも 、 C A R 投
与群では K i -6 7染色陽性部が粘膜内の上皮細
胞に幅広く認められ 、 組織計測学的に対照群
と比較して有意に増加していることが認めら
れた 、 腸管粘膜は再生・修復能力の著しい組
織であり 3 8 ) 本実験での粘膜上皮の K i -6 7 、
陽性細胞の有意な増加と 組織学的に認めら
れた上皮細胞の分裂像の増加は、 再生・修復
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機転の克進を意味するものと考えられた 。
一方、 胆汁酸による腸管障碍実験も数多く
報告されて 1 5、3 9 ミ fj o ) のいる 高濃度の胆汁酸
大 腸粘膜 障碍作用を有 し、 このことを用し
て粘 膜の機能的な 変化やその修復 機 転を検討
している 。 このように大腸粘膜への直疑障碍
作用が明かな胆汁酸と C A Rの 直 接作用を比較
検討した 。 なお 、 予備実験として 5m M D C Aの
ほかに 10m月， 20m M 0 C A を 注 入 したが、 10m M濃
度以上では 上皮の 脱落が著明 で、 比較の対象
として不適切であったため 、 本実験 では 5 m M 
濃度を用いた 。
5 m日 DC A 投与群における組織学的な変化は
杯細胞の増加を認めたのみであったが、 電顕
的には表層の吸収上皮において微繊毛の脱落
消失が認められた 。 なお浮 l腫性変化はほとん
ど認 めちれ なかった 。 この所見は C A Rによる
上皮障碍とは対照的であると考えられた 。 す
なわち 、 胆汁酸による障碍は上皮管腔慣IJ よ り
生じるのに対し、 C A R による障碍は基底膜額n
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より生じる も のと考えられた 。
C A R による 上 皮細 胞障 碍は基底膜側より生
じることが示唆さ れたが それには C A Rが粘
膜 内に な んら か の 形で取り 込 ま れ 局 在してむ
るこ と が 必要 と 考え られる ， W a t t 2 9 ) ら は、
C A Rを モル モットに長期経口投 与した実験モ
デ ル にお いて、 病 変部大腸の 粘 膜固有層に多
数 の マ ク ロ ブア ージを認 め、 さらに そ の 多
く が ト ルイ ジン ブルーで異染性を示すことよ
り、 C A R が粘膜より吸収 され、 マ クロ フ アー
ジに 取 り 込まれて い る と報告 してい る n また
harratL41l らは、 第 2 鉄でラベルした C A R 
をモ jレモットに経 口 投与し 盲腸粘膜上 皮 内
や粘膜固有層のマクロブアージ内に "Pe r l s' 
posjLiv m a t e r i als" が認められることよ り
C A R は大腸粘膜上皮を通過し、 粘膜間有層内
のマクロフアージに取り込まれるものと主張
している 。 しかし C A R は肝臓 、 牌臓 、 腎臓 、
さらに尿中にも 認められると の報告 3 日 ) から 、
経口投与による実験 系で は 、 小腸でも吸 収さ
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れ血行性に大腸に分布するー可能性も否定でき
ない 。 そこで、 本実験系での直護家兎結腸内
に投与された C A Rの粘膜内局在は、 新たに作
成した抗 C A f{血清を用いて、 酵素抗体法で検
討した 。 今回の実験結果より、 酵素抗体間接
法を用いた免疫組織学 的検討で CA R は表層上
皮とその近傍の粘膜国有層内の単核細胞に局
在が認められた 。 さらに免疫電顕による検討
では、 変性した表層上皮細胞内および細胞間
隙 に、 固有層内では紡錘形細胞の胞 体内にそ
の局在が認められた 。 このことから C A Rは結
j腸粘膜上皮を通過して粘膜内に直接入ること
が確かめられた 。
つぎに、 粘膜上皮を通過する経路の検討で
あるが 、 上皮細胞に吸収され粘膜内に取り込
まれる経路と 、 土皮細胞間際を通過して粘膜
内に入る経路が考えられる 。 CA R そのものは
分子量 3 万の巨大分子であり、 腸管内で消化
分解される構造ではないと考えられる の
皮細胞による吸収があるとすれば P J n 0 ・
L 
. .1-
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c y t 0 s i s 等の過程が必要である。 しかし A -/ 
恒!の検討ではその所見は得られず、 C A R は細
胞間隙を通過して粘膜内に入る可能性が高い
と考えられた 。
以上より、 これまでの報告と本実験の結果
から考えられる C A R大腸炎の初期病変の発疲
機序としては、 まず腸管内に投与され た C A R 
は上皮細胞間隙を通過して粘膜内に入り、 そ
して、 上皮 細胞や国有層 内のマク ロブア 一ー てノ
の一部に変性をもたらすと同時に、 浮腫惹起
作用により上皮細胞や固有層に浮腫性病変を
惹起するものと考えられた 。 変性した表層上
皮の障碍脱落がもたらされても、 細胞増殖抗
原 の 検討結果から示唆されるように、 ただち
に修復され明瞭な讃蕩形成までには至らない
と考えられた c したがって C A Rは腸粘膜の
i舟弱性を 充進さ せ、 腸内細 どの侵入やそ
れの関与した免疫反応により生じる粘膜障
を容易にすることなどの環続条件を提供して
いる と考
J えられた 1 o ) 3 明) また C A R による
-33・
実験的大腸炎で設第性病変形成までには長期
投与が必要であるとの報告 P 白、 を考え併せる
と、 C A R による潰蕩形成機序には、 腸内細菌、
とくに嫌気性菌である B a c t e r 0i d e s 
v u I g a t u sの関与とそれに対する免疫作用 てミ 『 、 、
A R に対する細胞性免疫機序の関与 1 2 ) など
が重要であると考えられた p
まとめ
1 C ，¥ R の直接投与により 家 兎結腸に生
-34-
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病変は、 表層上皮の変 性 を伴 う 粘膜の浮腫性
変化が主 体 であった 。
2. C A R 投与家兎結腸粘 膜で は、 組胞増嫡所
見 が認め られた 。 これは C A Rによる 上皮細胞
障 碍に対 す る修復所見の i っと考えられた c
3 • 家兎結腸 内に投 与さ れた C A Rは、 上皮細
胞 間隙を 通 って粘 膜内 に入り、 上皮 細胞の変
性や浮 腫 性病 変 を 惹 起 すると考えられた。
本実 験モ デル は 、 C A Rに よる 大 腸粘 膜 障 碍
の発 現機序 の 解明、 さ らに ヒ ト 潰痕性 大 腸
炎モデルとしての C A R大腸炎 の 早期病変 の 解
析に有用と考えられた 。
本 論文 の要旨は、 第 2 9 6回 大阪市 医学会例
会に お い て 発 表 し た 。 なお、 そ の一 部は第 75 
回 、 第 76同日 本消化 器病学 会総 A ヱ三走 、 第 :l1回 、
-35-
第 32同日本消化器病学会大会において発表し
た幻
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図2. 家兎上行結腸にカデーチルを挿入。
自 48・
図3. 家兎背部肩脚骨間部にカテーテル注入部を露出。
-49-
図4. 家兎背部に皮膚袋を形成しカテーテル注入部を留置する。
carrageenanを注入するときは同部より取り出して注入する 。
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抗 l反感、作 および 抗 J阜量
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図 5.抗 carrageenan血清の作製スケジュール。
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?
?
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図 6.対照群(上)と carrageenan投与群(下)の組織所見。
carrageenan投与群では、表層上皮に空胞状変性と核の偏位、
粘膜固有層の浮腫性変化が認められる。
-52・
図 7. carrageenan投与群の組織所見。
陰禽上皮で細胞分裂像の増加が認められる。
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昂跡
〆
• 
‘5 
図8. 対照群(上)と carrogeenan投与群(下)の走査電顕像。
carrageenan投与群では粘膜がドーム状に膨隆し、表層上皮細胞
の大小不同が著明 c
f r 
• 
図 9. carrageenan投与群の透過電顕像。
• . ・‘d 
• 
• 
‘ 
表層上皮には基底膜側の細胞内および細胞間に浮腫が著明。
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図 1O. 対照群(上)と carrageenan投与群(下)のKi-67染色所見。
carrageenan投与群では陰嵩上皮に染色陽性部が多く認められる c
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対照群 carrageenan投与群
図 11. Ki-67染色標本の組織計測所見。
carrageenan投与群は陽性細胞核出現率が有意、に高い。
図 12. 胆汁酸投与群の組織所見 c
杯細胞の増加が認められる n
-J 1-
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図 13. 胆汁酸投与群の透過電顕像。
表面の微減毛の脱落消失が認められる。
??「?
図 14. オクタロニ一法による抗血清の検定。
? ?
?
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， 
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図 15. 対照群(上)と carrageenan投与群(下)における
carrageenanの免疫染色所見 c
表層上皮とその近傍の粘膜固有層内の単核細胞に染色陽性所見
を認めた c 一方、対照群において染色は認められなかった c
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図 16. 吸収試験。
吸収血清を反応させた吸収試験では染色は認められなか った 3
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図 17. carrageenan投与群における免疫電顕像。
carrageenanは変性した 上皮細胞内および細胞間際に局在が認
められる c
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図 18. c a r r a g e er，afl投与群における免疫電顕像(上、下)
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粘膜固有層内では、 マクロフアージないし線維芽細胞と考えら
れる、紡錘形細胞の胞段、内に CJr[，Jgeenanの局在が認められた。
